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学 位 論 文 内 容 の 要 旨   
糖尿病患者では血中のtumor necrosis factor－alpha（rINF－α）やmonocyte chemoattractant  
protein－1（MCP－1）が上昇しており，これらは主に単球・マクロファージから産生されると   
考えられている。また，高血糖下の単球では，細胞内刺激伝達分子の一つであるproteinkinase   
C（PKC）が活性化している。これらの事実は，糖尿病患者における単球・マクロファージ   
の活性化と血管壁における泡沫化の助長を示唆するものであり，動脈硬化の重症化を説明   
する一要因と考えられてきた。しかし，他方，血糖コントロールのみでは，冠状動脈性心   
疾患のリスクを大幅に軽減することは困難であるとの報告もある。近年，歯周炎が，糖尿   
病患者において動脈硬化の進行促進因子となることが示唆された。高血糖の影響を受けた   
単球が，歯周炎由来の感染抗原刺激を受けることで，血管壁における炎症反応が助長され，   
動脈硬化がより進行する可能性がある。しかし，高血糖下の単球が感染抗原刺激を受けた   
際の動態については未だ明らかではない。そこで，本研究では，高血糖状態で  
1ipopolysaccharide（LPS）刺激を受けた単球系細胞株THP－1において，活性化細胞内刺激伝   
達分子の同定および炎症性サイトカインの産生性を調べることを目的とした。  
【材料および方法】  
1．THP－1の培養：THP－1は10mM Hepes（SIGMA），10％ ウシ胎児血清（CANCERA   
Intemational），1％ペニシリンストレプトマイシン，1％L－グルタミン酸，1％ピルビン  
酸ナトリウムを含むRPMI1640培地（以上Invitorogen）を用いて5．0％炭酸ガス存在下で  
培養し，100mMphorbol12－myristate13－aCetate（SIGMA）を用いてMethaらの方法に従い  
分化させ，実験に供じた。   
2．高血糖状態下のLPS刺激THP－1細胞で産生が元進するサイトカインのスクリーニング：  
高血糖下の分化THP－1をLPSで24時間刺激した際に，正常血糖下で同様の刺激を受けた  
細胞と比較して，産生が増加するサイトカインをサイトカインアレイ（RayBiotech）で  
スクリーニングした。   
3．高血糖状態下のLPS刺激THP－1細胞で産生が先進するサイトカインの定量：上記2でスク  
リーニングした結果よりTNF一αおよびMCP－1に着目し，その産生量を市販の  
enzyme－1inkedimmunosorbentassay（ELISA）キット（Endogen）で定量した。   
4．高血糖状態下のLPS刺激THP－1細胞でより活性化する刺激伝達分子のスクリーニング：  
高血糖下の分化THP－1をLPSで10分刺激した際に，正常血糖下で同刺激を受けた細胞と  
比較して，活性化が増強される刺激伝達分子を抗体マイクロアレイ（PanoramaTM Ab  
MicroarrayCellSignaling：SIGMA）を用いてスクリーニングした。   
5．高血糖状態下のLPS刺激THP－1細胞で活性化した刺激伝達分子の確認：上記4のスクリー  
ニング結果を参考に，高血糖下でLPS刺激を受けたTHP－1でcJunN－terminalkinase（JNK）  
のリン酸化が増強されるかどうかをイムノブロット法で確認した。またmK以外の  
mitogenactivatedproteinkinaseであるextracellularregulatedproteinkinaseおよびp38mitogen  
activatedproteinkinaseのリン酸化も確認した。  
6．JNKおよびPKC活性を阻害した場合のTNF－αおよびMCP－1の産生量の定量：JNK阻害剤  
であるSP600125，SP600125の異性体でJNKに対する親和性が弱い陰性対照ペプチドある  
いはPKC阻害剤であるGFlO9203X（以上Calbiochem）を種々の濃度で添加した後，細胞  
をLPSで24時間刺激した。その後，得られた培養上浦について，上記と同様のELISAkit  
を用いてTNF－αおよびMCP－1の産生性を調べた。  
【結果】   
高血糖下でLPS刺激を受けたTHP－1は正常血糖下で同様の刺激を受けた細胞と比較して，  
1．mF・αおよびMCP－1の産生が冗進した。   
2．JNKの活性が増強した。  
さらに，   
3．上記1のTNF－αおよびMCP－1の産生冗進は，JNK阻害剤により，その濃度依存的に抑制さ  
れた。またこれらサイトカイン産生克進はPKC阻害剤によってもある程度抑制されるが，  
その程度はJNK阻害剤の場合と比較するとはるかに低いものであった。  
【考察】   
以前から，血管壁における単球の泡沫化には，m一αやMCP－1などが関与すると考えられ   
ている。また，糖尿痛患者のインスリン分泌不全などの糖尿病の病態形成に，mKの活性化   
が関わると考えられている。本研究の結果は，高血糖下の単球系細胞が，LPS刺激で，主に  
JNKの活性化を介してTNF－αおよびMCP－1の産生をさらに冗進することを明らかにした。そ   
して，このことが糖尿病本来の病態形成のみならず，動脈硬化の進行にも関与する可能性を   
示唆した。他方，糖尿病患者においては重度の歯周炎が合併しやすい。本研究の結果は，糖   
尿病患者において感染症由来の炎症反応が増強する理由の一つである可能性があり，糖尿病   
患者における歯周炎の重症化を説明する要因となるかもしれない。  
【結論】   
高血糖下の単球がLPS刺激を受けると，正常血糖下の細胞がLPS刺激を受けた場合と比  
較して，炎症性サイトカインであるmF－αとMCP－1を高産生し，このサイトカイン産生の  
克進には主として爪Kの活性化が関与することを明らかにした。   
論文審査結果の要旨   
単球は血管壁において泡沫化し動脈硬化の病態に深く関わる。糖尿病患者は健常者と比  
較して動脈硬化を合併しやすいが，血糖を十分にコントロールするのみでは，糖尿病患者  
における動脈硬化に起因する冠状動脈性心疾患のリスクを，大幅に軽減することは困難で  
あると考えぢれている。近年糖尿病患者において，軽微で持続的な感染症である歯周炎が  
動脈硬化の進行促進因子となることが示唆された。このことは，高血糖下の単球が正常血  
糖下と比較して，感染抗原に対して過剰に反応する可能性を示唆している。   
高血糖状態下において感染抗原負荷がかかった場合の単球の動態を明らかにすること  
は，糖尿病患者においてより高頻度に発症・進行する動脈硬化への感染症の関与を機序の  
面から明らかにする上で極めて重要な課題である。   
本研究では，高血糖状態でIipopolysaccharide（LPS）刺激を受けたヒト単球系細胞株  
THP－1細胞において，活性化される細胞内情報伝達分子の同定，およびその際の炎症性サ  
イトカインの産生量の変化を調べることを目的とした。   
申請論文は以下の内容を示すものであった。   
高血糖下でLPS刺激を受けた単球では，正常血糖下で同様の刺激受けた細胞と比較して，   
1）tumornecrosisfactor－α（TN下－α）およびmonocytechemoattractalltPrOtein－1（MCP－1）  
の産生が克進した。  
2）cJunN－terminalkinase（JNK）がより強く活性化した。   
さらに  
3）JNKを阻害するとm－αおよびMCP－1の産生量は，阻害剤の濃度依存的に抑制  
された。また，PrOteinkinaseCを阻害した場合は，TNF－αおよびMCP－1の産生量  
はある程度抑制されるが，その程度はJNK阻害剤を用いた場合と比較すると，  
はるかに低いものであった。   
以上より，高血糖状態下でLPS刺激を受けた単球は，主にJNK経路の活性化を介して  
炎症性サイトカインを高産生することが明らかとなった。この事実は歯周炎に罷患した糖  
尿病患者で，動脈硬化がより進行する原因の一端を説明しうるものであり，JNK阻害によ  
る動脈硬化の進行抑制といった臨床応用への道を開くものである。よって本申請論文は博  
士（歯学）の学位論文として価値があるものと認めた。   
